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Introduction
Fisheries Victoria is developing new recreational 
fisheries for Australian bass (Macquaria 
novemaculeata).  This is being achieved by 
hatchery production of juveniles for stock 
enhancement purposes.  Fisheries Victoria is 
currently obtaining new broodstock from the 
wild for the captive breeding program.   
Australian bass are very similar in appearance to 
estuary perch (M. colonorum) and hybrids 
between the two species are difficult to identify 
morphologically (Nguyen & Ingram In press). 
To ensure breeding lines are established with 
Australian bass only, the genetic identify of each 
individual fish will be determined genetically. 
DNA samples (finclips) will be collected from 
the wild fish and analysed to determine species 
identification. In addition, samples collected 
from a hatchery in New South Wales were also 
tested for genetic differentiation with Victorian 
samples analysed by Nguyen & Ingram (In 
press). 
This study 
The aim of this project was to: 
 Genetically screen new wild‐caught 
Australian bass broodstock to identify 
hybrid bass or estuary perch. 
 Test for genetic differentiation between 
samples obtained from the Narooma 
Aquaculture Hatchery with samples 
collected in Victoria analysed by Nguyen & 
Ingram (In press).
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Material and Methods 
Sampling and methods of 
analysis 
A total of 40 finclip samples (preserved in 
ethanol) were collected from fish caught from 
various waters in eastern Victoria (Table 1). 
Characteristics of each sample are detailed in 
Table 1.  
Six fish were released back into Mallacoota Inlet 
at Gypsy Point. 
In addition, finclips of 8 additional Australian 
bass samples were obtained from the Narooma 
Aquaculture Hatchery (originally from a dam 
near Bairnsdale) and delivered to the Fisheries 
Research Branch on 18 August 2011 (see Table 1 
for details of these samples).  
Total genomic DNA was extracted using the 
DNEasy 96 Blood and Tissue Kit (QIAGen) 
following the manufacturer’s instructions. DNA 
was then diluted to 5 ng/μl prior to PCR 
amplification. 
Two pairs of primers developed by Schwartz et 
al. (2005) were used to genotype and distinguish 
Australian bass, estuary perch and their hybrids 
PCR was conducted at a total of 9.5 μl volume, 
containing of ~10 ng of DNA template, 1 x 
ImmoBuffer, 0.275 mM of dNTPs, 0.32 μM of 
each primer, 0.05 U of Immolase (Biolines Inc.). 
The thermal cycling conditions were as follows:  
– an activation step at 95 °C for 15 min 
– followed by five cycles of  
o 94 °C for 30 sec 
o 63 °C for 45 sec (decrease 2°C at each 
step) 
o 72 °C for 60 sec 
– then 25 cycles of 
o 94 °C for 30 sec 
o 55 °C for 45 sec 
o 72 °C for 60 sec 
– a final extension at 72 °C for 10 min. 
As for the 8 samples from Narooma Hatchery, 
additional PCR reactions were carried out using 
7 primer pairs in 3 multiplexes (Multiplex 1: 
Mpe1.H08, Mpe3.G11, Mpe3.E05; Multiplex 2: 
Mpe3.G12, Mpe3.H03; Multiplex 3: Mpe1.A07, 
Mpe2.F07). PCR conditions were as described in 
Nguyen & Ingram (In press). 
PCR products were diluted with Milli‐Q water at 
the ratio of 1: 200. Two μl of the diluted product 
were mixed with 8 μl of Hi‐Di formamide 
containing LIZ500 size standard and used for 
fragment analysis using the ABI 3730 automatic 
sequencer. Fragments were viewed and scored 
using GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems, 
USA). 
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Results and Discussion 
Fish Collection 
Finclip samples were obtained from 40 fish 
which were collected from the wild. Thirty‐four 
fish were returned to Snobs Creek while six 
from Gypsy Point were returned to the wild at 
the site of collection (Table 1). 
Eight additional samples were collected from 
the Narooma Aquaculture Hatchery (New South 
Wales), which were originally from a dam near 
Bairnsdale.   
Species Indentification 
Out of 40 samples provided from wild fish, two 
Australian bass individuals (Tag No’s 117438 & 
117779) were identified, which is consistent with 
the identification based on morphology (Table 
1). 
One individual (Tag no. 119353) was a hybrid 
between Australian bass and estuary perch.  
This fish was miss‐identified morphologically, 
which highlights the difficulty of identifying 
hybrids on appearance alone. 
The remaining samples (37 individuals) were 
estuary perch. 
All 8 individuals from Narooma Hatchery were 
identified as Australian bass. 
See Appendix 1 for genotypes of individuals 
analysed. 
Tests for genetic differentiation 
The 8 samples from Narooma Hatchery were 
compared with samples from the Central and 
Eastern Zones analysed in Nguyen & Ingram (In 
press).  Exact tests for pairwise comparisons 
revealed no significant differentiations between 
these sample groups.  
STRUCTURE analysis was also performed for 
samples from Central and Eastern zones 
(Nguyen & Ingram In press) and the 8 samples 
from Narooma Hatchery. The results indicated 
that one cluster was identified among samples 
analysed (equal proportion of memberships for 
each individual across all clusters were observed 
when k > 1) (Pritchard et al. 2009). 
Anecdotal information suggests that these eight 
fish were originally caught from the wild in the 
Bairnsdale area (Avon and/or Mitchell Rivers) 
(A. Forster, pers comm.), which is consistent with 
the results of genetic analyses. 
It is recommended that only fish which 
provided samples identified as Australian bass 
be used in the breeding program for restocking. 
It follows therefore that all eight broodstock 
from the Narooma Hatchery should be included 
in the breeding program. 
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Table 1. Characteristics of the samples. Results of DNA analysis are presented at the last column   
Site 
Species 
(morphology)  Sex  Length  PIT No. 
Genetics 
Sample 
Species 
(DNA tested) 
Avon River @ Stratford  Aust. Bass  F  440  117438  1  Aust. Bass 
Avon River @ Stratford  Estuary perch  M  401  117801  2  Estuary perch 
Avon River @ Stratford  Estuary perch  M  355  117767  3  Estuary perch 
Avon River @ Stratford  EP/Hyb?  M  295  117593  4  Estuary perch 
Avon River @ Stratford  EP/Hyb?  M  296  117794  5  Estuary perch 
Rob Grants Property  Aust. Bass  M  345  117779  6  Aust. Bass 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  ?  354  117574  7  Estuary perch 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  ?  335  117711  8  Estuary perch 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  F  323  117375  9  Estuary perch 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  M  318  119353  10  Hybrid 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  F  332  117656  11  Estuary perch 
Bairnsdale Backwater  Estuary perch  ?  330  117524  12  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  435  117514  13  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  414  117496  14  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  433  119535  15  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  440  117314  16  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  459  117754  17  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  394  117684  18  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  383  117687  19  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  378  119743  20  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  406  117354  21  Estuary perch 
Bemm River  Estuary perch  F  371  117509  22  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  402  117594  29  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  F  382  119492  30  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  351  119499  31  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  324  119386  32  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  350  117509  33  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  375  117713  34  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  345  119362  35  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  F  345  119321  36  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  338  117545  37  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  F  347  117356  38  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  343  119508  39  Estuary perch 
Snowy River @ Lochend  Estuary perch  M  384  119745  40  Estuary perch 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  458  117806  23  Estuary perch 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  440  119675  24  Estuary perch 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  440  119475  25  Estuary perch 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  405  119714  26  Estuary perch 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  383  119434  27  Estuary perch 
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Site 
Species 
(morphology)  Sex  Length  PIT No. 
Genetics 
Sample 
Species 
(DNA tested) 
Gypsy Point, Mallacoota Inlet  Estuary perch  F  402  117696  28  Estuary perch 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  F    601464F    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  F    6D0D9A8    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  M    6E4B4F6    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  F    6E4C5E3    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  F    6E4C918    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  M    6E4E310    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  F    6E4E678    Aust. Bass 
Bairnsdale dam (Narooma Hatchery)  Aust. Bass  M    6E4EC85    Aust. Bass 
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Appendix 1. Genotypes at two loci AB001 
and AB107 for 48 individuals analysed. 
Genetics 
Sample  AB101‐1  AB101‐2  AB107‐1  AB107‐2 
01  232  232  292  292 
02  220  220  300  300 
03  220  220  300  300 
04  220  220  300  300 
05  220  220  300  300 
06  232  234  292  292 
07  220  220  300  300 
08  220  220  300  300 
09  220  220  300  300 
10  220  220  292  300 
11  220  220  300  300 
12  220  220  300  300 
13  220  220  300  300 
14  220  220  300  300 
15  220  220  300  300 
16  220  220  300  300 
17  220  220  300  300 
18  220  220  300  300 
19  220  220  300  300 
20  220  220  300  300 
21  220  220  300  300 
22  220  220  300  300 
23  220  220  300  300 
24  220  220  300  300 
25  220  220  300  300 
26  220  220  300  300 
27  220  220  300  300 
28  220  220  300  300 
29  220  220  300  300 
30  220  220  300  300 
31  220  220  300  300 
32  220  220  300  300 
33  220  220  300  300 
34  220  220  300  300 
35  220  220  300  300 
36  220  220  300  300 
37  220  220  300  300 
38  220  220  300  302 
39  220  220  300  300 
40  220  220  300  300 
601464F  236  236  292  292 
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6D0D9A8  232  232  292  292 
6E4B4F6  232  232  292  298 
6E4C5E3  232  232  292  292 
6E4C918  232  232  292  292 
6E4E310  232  236  292  292 
6E4E678  232  232  292  292 
6E4EC85  232  232  292  292 
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Appendix 2. Allele frequencies of 8 
samples from Narooma Hatchery and 
those from Central Zone (CZ) and Eastern 
Zone (EZ) in Nguyen & Ingram (In press). 
 
Locus  Populations 
Mpe1.H08  CZ  EZ 
Narooma 
Hatchery 
181    4.35   
209  32.35  30.43  31.25 
211    8.70   
213  52.94  41.30  37.50 
215  2.94  2.17  6.25 
217  8.82  4.35  6.25 
219    2.17   
223  2.94  6.52  18.75 
       
Mpe3.G11       
210  10.71  13.16  31.25 
212  89.29  86.84  68.75 
       
Mpe3.G12       
188  6.25  9.09  12.50 
190  9.38  4.55  12.50 
192  6.25  13.64   
194    2.27  6.25 
196  9.38  11.36  18.75 
198  18.75  22.73  18.75 
200  18.75  20.45  25.00 
202  3.13  4.55   
204  12.50  6.82  6.25 
212  3.13  2.27   
218  12.50  2.27   
       
Mpe3.H03       
263  8.82     
267  91.18  100.00  100.00 
       
Mpe1.A07       
248  5.88     
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Locus  Populations 
Mpe1.H08  CZ  EZ 
Narooma 
Hatchery 
251  94.12  100.00  100.00 
       
Mpe2.F07       
171      6.25 
181  18.75  19.57  12.50 
183  3.13  8.70  6.25 
189  6.25  2.17  31.25 
191  18.75  13.04  6.25 
193  3.13  2.17  6.25 
195  34.38  36.96  18.75 
197  6.25  2.17  6.25 
199  6.25  15.22   
203  3.13     
205      6.25 
       
Mpe3.E05       
190      6.25 
192  17.65  13.04  25.00 
194  23.53  19.57  37.50 
200  38.24  26.09  6.25 
202  17.65  39.13  12.50 
204  2.94  2.17  12.50 
       
AB001       
230    4.35   
232  70.59  58.70  81.25 
236  29.41  36.96  18.75 
       
AB107       
292  100.00  100.00  93.75 
298      6.25 
 
 
